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Abstract of FR2607507 

New derivatives consisting of alpha -D-oligonucleotide or a alpha -D-oligodeoxynucleotide comprising a 
sequence of alpha -D-nucleotides linked by a covalent bond to an intercalating radical and/or a reactive 
chemical radical and their preparation. These compounds can be used as artificial nucleases specific 
for nucleic acid sequences. They can be used to selectively block the expression of a previously 
selected gene by acting either on the genetic information or on the messenger RNAs. 
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(54) Nouveaux derives a-D-oligonucleotides, leur preparation et leur emploi. 



(57) Nouveaux derives constitu6s par un OC-D-oligonucleotide 
ou un a-D-oligodesoxynucleotide comportant un enchainement 
d'a-D-nucleotides lie par une liaison covalente a un radical 
intercalant et/ou un radical chimique reactrf et leur prepara- 
tion. 

Ces composes sont utilisables comme nucleases artificielles 
specifiques de sequences d'acides nucleiques. lis peuvent dtre 
utilises pour bloquer selectivement I'expression d'un gene 

^ preatablement choisi en 8gissant sort sur I'information gene- 

^ tique soit sur les ARNs messagers. 
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La presente invention concerne de nouveaux derives d'a-D- 
-oligonucleotides, lcur preparation et leur emploi notamment comme 
sondes permettant la detection d'une sequence d€finie d'acides 
nucl^iques, comme nucleases artif icielles specif iques de sequences 
5 d'ADN ou d'ARN ou bien comme agents de blocage sSlectif de l f expres- 
sion d'un ggne qu'il soit endogene (par exemple, gdne oncogene) ou 
exogene (par exemple ADN ou ARK de virus, de parasites ou de bacte- 
ries) . 

Dans les demandes de brevet francais FR 8301223 
10 (2 540 122) et FR 8411795 (2 568 254) ont etS decrits des composes 
chimiques constitues par un oligonucleotide ou un oligod£soxynucl€o- 
tide comportant un enchainement de nucleotides naturels ou modifies, 
c'est-a-dire des 0-D-nucleotides » sur lequel se trouve fixe par une 
liaison covalente au moins un groupe intercalant, qui possSdent la 
15 propriete de bloquer selectivement 1' expression d'un gene et qui, de 
ce fait, sont particulierement utiles en therapeutique comme 
substances antivirales, antibiotiques , ant ipar as it aires ou antitumo- 
rales. 

Dans la demande internationale PCT WO 83/01451 a ete 
20 dScrite une methode pour bloquer la traduction de l'ARtf messager 
(mRNA) en proteine par hybridation du mRNA avec un oligonucleotide 
ayant la sequence complementaire du mRNA, 1 'oligonucleotide Stant 
stabilise sous forme phosphotriester . 

II a maintenant et€ trouve, et c'est ce qui fait I'objet 
25 de la presente invention, que des derives d'a-D-nucleotides forment 
des complexes d' hybridation avec les sequences complementaires d 1 ARN 
beaucoup plus stables que ceux formes avec 1'ADN et que, vis-a-vis 
des ARNs, les derives d'a-D-nucleotides forment des complexes 
d f hybridation plus stables que les derives de 0-D-nucleo tides 
30 naturels. 
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Les nouveaux derives selon 1' invention sont constituSs par 
un analogue d 1 oligonucleotide ou d'oligodSsoxynuclSotide comportant 
un enchalneinent d'anomeres a de D-nucleotides eventuellement lie par 
une liaison covalente § un radical intercalant et/ou a* un radical 
5 chimique porteur d'une fonction rSagissant directement ou indirecte- 
ment avec les chaines de nucleotides ("radical chimique r§actif") 
et/ou d'un marqueur dont la presence permet une detection facile, le 
radical chimique pouvant egalement const ituer le radical interca- 
lant. 

10 Les nouveaux derives d 'a-D-oligonuclSotides selon la 

prisente invention sont les produits de fonnule gSnerale : 
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dans laquelle : 

- les radlcaux B, identlques ou differents, represent ent 
chacun une base nucleique naturelle ou modifiee activable et/ou 
comportant un groupement intercalant, 

- les radicaux X, identlques ou differents, representent 
chacun un oxoanion 0~, un thioanion S~, un radical alkyle ou alcoxy 
substitue eventuellement par un heterocycle azote, un radical 
aminoalkyle, un radical aminoalcoxy ou un groupement -Y-Z, 

- L represente un atome d'oxygene ou de soufre ou un grou- 
pement -NH-, 

- J represente un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, 

et 

- n represente un nombre entier qui peut etre egal a zero, 
etant entendu que, 

- lorsque L represent ant un atome de soufre ou un groupe- 
ment -NH-, les radicaux R et R 1 , identlques ou differents, represen- 
tent chacun un atome d'hydrogene ou un groupement -Y-Z ou Y'-Z f dans 
lequel Y et Y ' , identlques ou differents, representent chacun un 
radical alcoylene droit ou ramifie (-alk-) ou un radical 

EE E E 

-P-S~, -P-O-alk-, -P-S-alk ou -P-alk- dans lequel E a les mimes 
|i II II II 

0 0 0 0 

significations que X, ou un radical -alk-0-alk- ou un radical 

E 

-alk-CO-NH-alk- ou un radical -P-0-alk-NH-CO-alk- ou un radical 

E 0 
-P-0-alk-CO-NH-alk-, et Z et Z', identlques ou differents, represen- 

ft 

tent chacun un radical correspondent a un agent d ' intercalation ou 
un radical porteur d'une fonction qui reagit directement ou indirec- 
tement avec les chaines de nucleotides ou un radical dont la pre- 
sence permet une detection facile, 
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- lorsque L representant un atome d'oxygene, les radicaux 
R et R T , identiques ou diff§rents, representent chacun un atome 
d'hydrogene ou un groupement -Y-Z- ou Y'-Z' dans lequel Y, Y', 2 et 
Z 1 sont definis comme prScSdemment, Stant entendu que l'un au molns 
des radicaux R et R v contient un radical intercalant ou un radical 
chimique r§actif , 

- lorsque L representant un atome d'oxygene, R et R' 
representent chacun un atome d'hydrogene et B reprSsente une base 
nucleique modifiee activable. 

II est entendu que, dans ce qui precede et ce qui suit, 
les a-D-nucleosides (a-B) correspondent & la representation 
suivante : 

(5 f )-0-CH 2 



0-(3') 

La formule gen^rale (I) represent e un enchainement 
d'a-D-nucleotides identiques ou differents et le nombre n+2 indique 
le nombre d 'a-D-nucleosides contenus dans la molecule, De preferen- 
ce, n est compris entre 1 et 50 et, plus particulierement entre 1 et 
25. 

Les produits de formule generale (I) seront d§signes par 
la suite par 1* expression a-D-oligonucleotides afin de prSciser que 
les elements constitutifs sont des a-D-nucleosides et non pas des 
0-D -nucleosides qui sont presents dans les acides nucleiques 
naturels. 

Les agents d 1 intercalation sont des produits connus dans 
les techniques relatives aux acides nucleiques ; ce sont des compo- 
ses capables de "s ' intercaler" dans la structure des ADN ou des ARN, 
c'est-a-dire capables de s'inserer entre les plateaux de base des 
acides nucleiques. 
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Les agents d 1 intercalation sont generalement choisis parmi 
les composes polycycliques ayant une configuration plane tels que 
l'acridine et ses derives, la f urocoumarine et ses derives, la 
daunomycine et les autres derives de l f anthracycline, la l,10-ph€- 
nanthroline, la phenanthridine et ses derives, la proflavine, les 
porphyrines, les derives du dipyrido U.2-a : 3\2 f -d3 imidazole, 
l'ellipticine ou l f ellipticinium et leurs derives et le diazapyrene 
et ses derives. 

Les radicaux chimiques reactifs sont des radicaux pouvant 
reagir directement ou indirectement avec une chaine de nucleotides 
pour former une liaison covalente ou pour la modifier chimiquement 
ou pour la couper. De preference, ces radicaux chimiques reactifs 
sont activables, par exemple, par voie chimique, biochimique ou 
photochimique . 

Les radicaux reactifs activables sont generalement choisis 
parmi I'acide ethylene-diamine-tetraacetique, l 1 acide diSthylene- 
-triamine-pentaacetique, les porphyrines, la 1 , 10-phenan thro line, 
l'azido-4 acitophenone, 1 1 ethylene- imine , la 0-chloroethylamine et 
leurs derives, et les composes aromatiques absorbant les radiations 
du proche ultra-violet ou du visible ou pouvant reagir chimiquement 
avec les constituants nucleiques. 

Plus particulierement, les radicaux chimiquement activa- 
bles en presence d'ions metalliques, d'oxygene et d'un agent rSduc- 
teur (acide gthylene-diamine-tetraacetique, acide d iethylene- tria- 
mine-pentaacetique , porphyrine, phenanthroline) induisent la coupure 
dans des sequences d'acides nuclSiques situees dans leur voisinage. 

Par irradiation dans le domaine du visible ou du proche 
ultra-violet, il est possible d'activer les derives qui absorbent 
ces radiations et de realiser des reactions de pontage ou des 
reactions photo-induites (coupure et modification des bases nuclei- 
ques) des acides nucleiques sur lesquels est fixS 1 'a-D-oligonucleo- 
tide porteur du groupement activable. 
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Panni les radicaux Z et Z f peuvent etre plus particuliere- 
ment cit€s : 

- les radicaux derives de l'acide §thylene-diamine-tetra- 
acetique de formule : 




- les radicaux derives de l'acide di6thylene-triamine-pen- 
taacetique, 

- les radicaux derives de la mgthylpyrroporphyrine de 
formule ; 



-NH 




CH 0 



C 2 H 5 



- les radicaux derives de la phenanthroline de formule 
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les radicaux derives de l'acridine 



H-N' 




OMe 



les radicaux derives de la proflavine 




R representant un groupement amino (NH 2 > ou azido (N^) 



les radicaux derives de la biotine 




-C(-CH 7 ) ' X S' 
0 

les radicaux derives de l f azido-4 acetophenone de 
formule : 




C-CH„ 



2607507 



Le radical B est, de preference, choisi parmi les bases 
nuclSiques naturelles (thymine, adenine, cytosine, guanine, uracile) 
mais il est possible d'utiliser des bases nuclSiques modiflees. 
Peuvent etre cites l'smino-2 adenine et ses derives substituSs, par 
5 exemple, sur 1'atome d' azote N 6 par un radical aminoalkylene ou par 
un radical azidophenylalkylene, la guanine substitute sur 1'atome 
d'oxygene 0^, par exemple, par un groupement (o)-alkylene)-9-acridi- 
ne, la (©-am inoa Iky l)-amino-8- adenine et ses derives eubstitues sur 
le radical amino en g> par un groupe acridine, ou les d§rives haloge- 
10 nes ou azides tels que le bromo-5 uracile, l'azido-8 adenine, la 
7-deazaadenine, la 7-deazaguanine. II est possible egalement d'uti- 
liser des derives des bases nucleiques comportant un groupement 
intercalant ou un groupement chimiquement ou photochimiquement 
activable, 

15 De preference, le radical X represente un oxoanion. 

Cependant, le radical X peut representer un radical alkyle contenant 
1 a 7 atomes de carbone (methyle, ethyle, propyle) , un radical 
alcoxy dont la partie alkyle contient 1 a 7 atomes de carbone 
(methoxy, ethoxy, dimethyl-2 ,2 propyloxy) , un radical aminoalkyle ou 

20 aminoalcoxy de formule generale R^N-alk-A- dans laquelle A repre- 
sente une liaison ou un atome d'oxygene, -alk- represente un radical 
alkylene contenant 1 a 10 atomes de carbone et Rj et R^, identiques 
ou differents, representent un atome d'hydrogene ou un radical 
alkyle contenant 1 a 7 atomes de carbone ou forment ensemble avec 

25 l f atome d* azote auquel ils sont lies un heterocycle azote sature a 5 
ou 6 chalnons, etant entendu que le groupement R^N- peut etre 
quaternarise, ou un radical alcoylthio dont la partie alcoyle 
contient 1 I 7 atomes de carbone. 

La present e invention concerne egalement les produits de 

30 formule generale (I) sous forme de sels avec des bases ou des acides 
mineraux ou organiques, sous forme racemique ou sous forme d'isome- 
res R ou S optiquement actifs purs ou en melange. 
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Parmi les produits de formule genSrale (I) plus particu- 
lierement interessants peuvent etre cites : a-[ (Tp)^T] (Y^)Z^ ; 
Z 2 (Y 2 )a-[(Tp) n T] ; Z 2 (Y 2 )a-t(Tp) n T](Y 1 )Z 1 ; Z 2 (Y 2 )a-d(CpCpTpTpApTp- 
ApTpT) ou A est un radical a -D-desoxy adenosine, C est un radical 
5 a-D-desoxycytidine, T est le radical a-D- thymidine, n est un nombre 
entier compris entre 1 et 25 et Y^ et Y 2 representent un radical 
alcoylene contenant 1 a 10 atomes de carbone et Z^ et represen- 
tent chacun un derive de l'acridine ou un derivS de la proflavine ou 
un derive* de la 1 , 10-phenanthroline ou un derive* de l'azido-4 

ID acetophenone ou un deriv€ de l'EDTA ou un derive de la biotine. 

Les nouveaux produits de formule generale (I) peuvent etre 
prepares par voie chimique par des procSdSs connus et, en particu- 
lier, ceux qui sont deer its dans les demandes de brevets francais FR 
8301223 (2 540 122) et FR 8411795 (2 568 254). 

15 Selon la presente invention, on peut preparer les derives 

totalement proteges et Sliminer les groupements protecteurs. Les 
produits de formule gen&rale (I) peuvent aussi etre obtenus en 
preparant, dans une premiere etape, les dSrivds non prot€g§s compor- 
tant, par exemple, un groupement thiophosphate a" l'une des 

20 extremites 3 1 ou 5' ou aux deux extremitfcs 3' et 5' de la chalne 
d'a-D-oligonucleotides puis en condensant le ou les groupe(s) 
thiophosphate (s) avec les derives Z et/ou Z' porteurs d'un 
groupement halogenoalkyle ou d f un groupement ester alkyle d'un acide 
sulfonique. 

25 Les produits selon la presente invention sont constitues 

d'une chalne d 'a-D-oligonuclSotides liSe de facon covalente a un 
agent intercalant ou a un groupe chimique reactif ou a un agent 
intercalant et un groupe chimique reactif. Dans ces nouveaux pro- 
duits, l'a-D-oligonucleotide assure la reconnaissance de la sequence 

30 d' acide nucleique complementaire, 1' agent intercalant augmente 
fortement la stabilite du complexe d 'hybridation et le groupe 
chimique reactif conduit, par activation, a une reaction de pontage 
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ou a* une modification chixnlque ou a* une coupure de la chalne deci- 
des nucl£iques complement aires. Ces nouveaux produits permettent 
done d'induire des reactions de pontage, de modifier ou de couper 
avec une grande efficacite" une chalne d'acides nucl€iques en un site 
5 determine prealablement cholsi. 

Les nouveaux produits de formule general e (I) selon 
l f invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
repr§sente un atome d'oxygene, R et R' represent en t chacun un atome 
d'hydrogene et B reprSsente un base nucleique naturelle forment des 
20 complexes d 'hybridation avec les sequences complementaires d'ARN 
beaucoup plus stables que ceux qui sont formes avec l'ADN. La 
stabilite peut etre mesuree par la temperature de demi- trans it ion 
des complexes (T 1/2) lors d'une Elevation de temperature. Les 
valeurs de T 1/2 sont determiners a la concentration de 10 en 

25 a-D-oligonucleotide dans un tampon a pH = 7 contenant du cacodylate 
—2 

de sodium (10 M) et du chlorure de sodium (0,1 M) . Les resultats 
sont rassembles dans les Tableaux I et II. 

Cette difference de stabilite des complexes d 'hybridation 
(Tableau I) permet une inhibition pr£f Srentielle des ARNs messagers 

20 et des AENs viraux sans risque important de provoquer des effets 
indesirables au niveau de l'ADN du genome. 

De plus, vis-a-vis des ARNs, les produit6 selon 1' inven- 
tion forment gen§ralement des complexes plus stables que ceux qui 
sont obtenus & partir des d€riv£s des 0-D-nucleosides naturels. 

25 Selon les rSsultats du tableau II, les hybrides formes 

entre les derives a-D-oligonucleotides de 1' invention et les sequen- 
ces d'acide nuclSique comportant une disposition de bases complemen- 
taires sont beaucoup plus stables lorsque les deux brins possedent 
la meme orientation que lorsqu'ils sont ant ipar alleles . On entend 

3Q done par sequences d'acide nucliique complementaires aux derives 
a-D-oligonucleotides de 1' invention des portions d'acide nucleique 
comportant des sequences de bases complementaires et orient §es dans 
le meme sens que les a-D-oligonucleotides. 
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Les nouveaux produits de formule gen£rale (I) selon 
1' invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
represente un atome d'oxygSne, Ret R' representent chacun un atome 
d'hydrogene et B represente un base nucliique naturelle, qui posse> 
dent la propriet§ de se fixer fortement sur la sequence nuclfcique 
complementaire, peuvent etre utilises comme sondes pour d§tecter la 
presence d'une chalne de nucleotides complementaires. Cette detec- 
tion est facilitSe par la presence d'un groupe fluorescent ou d'un 
groupe biotine dans ces molecules. 

Un autre objet de la prSsente invention conceme l'appli- 
cation des nouveaux produits de formule generale (I) selon 1* inven- 
tion et des produits de formule generale (I) dans laquelle L repre- 
sente un atome d'oxygene, R et R' representent chacun un atome 
d'hydrogene et B represente un base nucl§ique naturelle au blocage 
specif ique de genes cellulaires ou d' agents pathogenes prSalablement 
choisis (virus, bacteries, parasites). De par leur configuration, 
les a-D-oligonucleotides selon l 1 invention sont beaucoup plus r£sis- 
tants vis-a-vis des nucleases que les derives de 0-D-nucleosides 
naturels. Cette stability vis-a-vis de l'hydrolyse enzymatique 
permet 1 'utilisation des produits de formule generale (I) dans des 
experimentations in vivo ou in vitro en presence de nucleases. De ce 
fait les a-D-oligonucleotides selon 1 T invention presentent des avan- 
tages incontestables sur les derives de 0-D-nucleosides d§ja connus. 

Les nouveaux produits de formule generale (I) selon 
1* invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
represente un atome d'oxygene, R et R* repr§sentent chacun un atome 
d'hydrogene et B represente une base nuclSique naturelle sont 
particulierement utiles comme medicaments permettant de bloquer les 
genes indgsirables exogenes (virus, bacteries, parasites) ou endo- 
genes (genes cellulaires, oncogenes). L' expression de ces genes peut 
etre bloquee en agissant soit directement sur I'ADN ou I'ARN porteur 
de 1' information genetique soit sur l'ARN messager, copie du gene, 
en bloquant alors toute traduction par hybridation ou par hybrida- 
tion puis pontage ou modification ou coupure de l'ARN messager ou 
viral choisi comme cible. 
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Ce blocage peut etre realise en utilisant un produit de 
formule generale (I) selon 1' invention ou un produit de formule 
generale (I) dans laquelle L represent e un atome d'oxygene, R et R' 
representent chacun un atome d'hydrogene et B represente une base 
5 nucieique naturelle dont la sequence est complementaire de celle 
d'une region non complexee d f un ARN ou d'un ADN et, en particulier, 
d'un ARN messager. L 'hybridation, suivie ou non du pontage, de la 
modification ou de la coupure de l'ARN messager ou viral, empeche la 
synthase de 1 'ARN ou de la protSine correspondante ou 1' expression 
10 des fonctions virales ou parasltaires . 

Si cet ARN ou cette prot£ine est vital pour le virus, la 
bacterie ou le parasite, les produits de formule generale (I) selon 
1* invention et les produits de formule generale (I) dans laquelle L 
represente un atome d'oxygene, R et R' representent chacun un atome 
15 d'hydrogene et B represente une base nucieique naturelle constitue- 
ront des m§dicaments a activite antivirale, antibact^rienne ou 
antiparasitaire , 

Si cet ARN ou cette protgine n'est pas vital pour l'orga- 
nisme, il est possible d'en supprimer se'lectivement les effets. Dans 
20 ce cas, les produits de formule generale (I) selon l f invention et 
les produits de formule generale (I) dans laquelle L represente un 
atome d'oxygene, R et R T representent chacun. un atome. d'hydrogene et 
B represente une base nucieique naturelle constitueront soit des 
medicaments a activite" antitumorale lorsque le gene vise ou son ARN 
25 messager code pour une proteine impliquee dans la transformation 
cellulaire, soit des medicaments capables de supprimer le caractere 
de resistance aux antiviraux, aux antibiotiques ou aux antiparasi- 
taires lorsque la protSine cod^e est responsable de 1 ' inactivation 
des antibiotiques, des antiviraux ou des antiparas it aires . 
30 Des effets cytotoxiques specif iques peuvent etre obtenus 

par action d'un produit selon 1' invention ou d'un produit de formule 
generale (I) dans laquelle L represente un atome d'oxygene, R et R' 
representent chacun un atome d'hydrogene et B represente une base 
naturelle sur une fonction cellulaire indispensable a la cellule 
35 cible. 
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Les produits selon la presente invention et les produits 
de forraule generale (I) dans laquelle L reprSsente un atome d'oxy- 
g£ne, R et R ' represent ent chacun un atome d'hydrogene et B repr€- 
sente une base nuclSique naturelle peuvent egalement etre utilises 
pour accroltre la synthase d'un ARN ou d'une protSine en agissant 
sur un gene de regulation du g&ne codant pour l'ARN ou pour la 
prot§ine. 

Les produits selon la pr§sente invention, qui possedent la 
propriSte" de se fixer f ortement sur la, s€quence nuclSique complemen- 
taire puis d'induire le pontage, la modification ou la coupure de la 
chalne d'acides nucleiques en un site determine^ sont utilisables 
connne rSactifs specif iques de sequences et, plus particulierement , 
comme nucleases artif icielles . lis peuvent etre utilises comme 
reactifs en biologie moliculaire ou en genie genStique. lis peuvent 
etre Sgalement utilises pour obtenir des fragments d'acides nuclei- 
ques, en particulier des fragments d'ARNs pour lesquels il n'existe 
pas de nuclease spicifique de sequences. 



2607507 



14 



w 

00 

1 


H 


cn 
rH 


S 


- - 

s 

V 1 


oo 

1 




- 






Q 


IA 
•> 

s 


CM 


oo 


S 












> 

CM 

c 


-* 

SO 




in 


oo 

c5 


i 

ca 












m 


s 


m 


o 


« 


cm 
cs 




CM 




GO 

H 
P. 












m 




VO 




CM 

5 


r*. - 

CO 


tn 

CM 


en 


CO 
CM 


U 
< 










u 

% 










CM 










■ 5 

00 




SI 


NO 

oT 

CM 


s 


1 

e 










/a 

/»■> X ■«£ 
M / H 

/ 1 1 

' CO O 


< 

eg 


< 


< 

i 


co 

•s. 

T3 



V 0> 

3- » 



IS g 



ia ■» 

cop 
to c B 

SO, O «^ 

61 1 



s 

s 



i 5 



15 



2607507 



1 



3 



P § 3 

CO. rt D 

«— I I 
cs « ea. 

OJ Vt 

« c 

xj 

V U ii 

^ s * 

CO *J 

> C Sit • 

£ 1 1 
» s a- 

w f« u 

H ffi H 



09 c o> r- 
I 5 E & 
o c*n 



h S ' E 

B to «H * 

C' jj *j c 

c <o 

» 0) M V 

OJ B 4-1 

* 2 £ i 

a. u -h 

CS B C 

o o o 

i-f o o « 



f 



th t: *cj 

g c 51 

a o b u 

XJ AJ ft) U 

^ n «4i X 



td Q 

ft 00 &. 



2607507 



16 



Les exemples suivants, donnees 3 titre non llmitatif, 
illustrent la presente invention. 

Dans la description et les exemples, les abreviations 



10 
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suivantes sont uti Usees : 


a-dA 




a-D-2 T -d§soxy adenosine 


a-dbzA 




N-benzoyl-a-D-2 1 -desoxyadenosine 


a-dC 




a-D-2 1 -desoxycytidine 


a-dbzC 




N-benzoyl-a-D-2 1 -desoxycytidine 


a-dG 




a-D-2 ' -desoxy guano sine 


a-dibG 


• 


N-isobutyryl-a-D-2 1 -d Ss oxy guanos in e 


a-T 




a-D- thymidine 


a-Tbz 




a-D-thymidine 3 ? -benzoyle 


a-E(sp)T] 




a-D-thymidine 5 '-thiophosphate 


a-T(ps) 




a-D-thymidine 3 1 -thiophosphate 


a-T(ps)R 




HO _ 0 



-0 



0 

I 

p 

0 X S-R 



20 



a-T(p(s))(Cnet) 2 : HO 




0 
t 



P (0CH 2 CH 2 CN) 2 



S 



ABH : acide benzohydroxamique 

Cnet : 0-cyano€thyle 

DBU : diaza-1,8 bicyclo[5 ,4,0] undecene-7 

Et : ethyle 

Me : methyle 

MST ; mSsitylenesulfonyltetrazolide 

p : phosphoester 

fi : p-chloroph§nylphosphoester 
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Prof 




H 



CCM : chromatographic sur couche mince sur gel de 
silice 

Systeme A : CH 2 C1 2 , MeOH (90-10, v/v) 
Systeme B : CH 2 C1 2> MeOH (85-15, v/v) 
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EXEMPLE I :a-(TpTpTpTpTpTpTpTp) (CH 2 ) 5 Acr 

1) 5 f ^-(dimethoxytrityl)a-thymidine 

A une solution de a-thymidine (3,6 g) dans la pyridine 
3 

anhydre (15 cm ) , on ajoute sous agitation 5,35 g de chlorure de 

5 dimethoxytrityle. Apres A heures de reaction 5 la temperature 

ambiante on dStruit I'exces de chlorure de dimethoxytrityle par 

3 

addition de methanol (3 cm ) . On evapore le solvant sous pression 
reduite ; le residu est repris avec du chloroforme. La phase orga- 
nique est lavee avec de l'eau puis sSchge et concentree. Le produit 
10 est purifie par chromatographic sur gel de silice. Rendement d 80 %. 

2) 5 '-0- (dimethoxytrityle) a-thymidine 3 '-(p-chlorophenyl- 
phosphate) de pyridinium 

On ajoute sous agitation, a -20°C, 3 Equivalents de 
raEthyl p-chlorophenyl chlorophosphate a une solution de 9 

15 equivalents de dimethyl- 1 ,5-tStrazole dans la pyridine anhydre ; 
1' add it ion terminee, on continue 1* agitation pendant une heure a la 
temperature ambiante, puis ajoute une solution de 1 Equivalent de 
5* -0-(dimethoxytrityle)a- thymidine dans la pyridine, Apres quelques 
heures de reaction a la temperature ambiante, on ajoute alors de 

20 l'eau glacee et extrait le diester avec du chloroforme. La solution 
chloroformique est sEchEe et concentrEe sous pression reduite. Le 
diester obtenu sous forme de solution dans la pyridine est 
pratiquement pur pour etre utilise dans les Stapes suivantes. CCM 
(systeme B) : Rf=0,18. 

25 3) a- thymidine 3 '-(p-chlorophEnyl 0-cyanoethylphosphate) 

A une solution de (Dmtr)a-T(l mmole) et de p-chloro- 
phEnyl ^-cyanoethylphosphate de trimSthyl ammonium (2 mmoles) dans la 
pyridine anhydre (10 cm ) , on ajoute S la temperature ambiante et 
sous agitation du chlorure de mEsitylene sulfonyle (3 mmoles) et du 

30 tetrazole (6 mmoles). L f evolution de la reaction est suivie par CCM 
(systeme A). Lorsque la reaction est terminee, l'exces de chlorure 
de mEsitylene sulfonyle est dEtruit par addition d'eau glacee. 
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Le triester est extrait avec du chlorofonne. La phase organique est 

lavee avec une solution eaturee de bicarbonate de sodium puis avec 

de l'eau, sechee et concentree. Le residu obtenu est trait?! ensuite, 

3 

pendant 15 minutes, a 0°C, avec 15 cm d'acide benzene sulfonique 
[solution a 2 % dans CHCl 3 -MeOH (7-7, v/v) ] puis la solution est 
neutralised avec une solution de bicarbonate de sodium. Le produit 
est extrait avec du chloroforme, la phase organique est lavee avec 
de l'eau glacee, sechee et 6vapor€e. Le residu obtenu est purifie 
sur une colonne de gel de silice (§luant : CH 2 Cl 2 -MeOH) . CCM 
(systeme A) Rf ^0,27 ; rendement : 70 %. 

4) (Dmtr)a-(T$T£)Cnet 

On fait reagir sous agitation pendant 2 heures a la 
temperature ambiante une solution de 0,6 mmole de (Dmtr)a-T£ 
(exemple 1-2), de 0,5 mmole de a-Tf Cnet (exemple 1-3) et de 1,5 
mmole de mesitylenesulf onyltetrazolide (MST) dans 4,5 cm de 
pyridine anhydre ; on ajoute ensuite 0,5 cm" d'eau glacee et 
continue 1' agitation pendant 30 minutes. On concentre la solution 
sous pression rSduite. Le residu est repris avec du chloroforme ; la 
phase organique est lavee avec une solution aqueuse a 5 % de NaHC0 3 
puis sechee et evaporee sous pression reduite. Le produit est 
purifie sur une colonne de gel de silice (61uant : CH 2 Cl 2 -Me0H) . CCM 
(systeme A) : Rf=0,50 et 0,52 ; rendement « 72 %. 

5) (Dmtr)a-(T0T$) 

On fait rgagir pendant 2 heures a la temperature 
ambiante une solution de (Dmtr)a-(TflTfl)Cnet (0,3 mmole) (exemple 
1-4) et de 1 cm 3 de triethylamine dans la pyridine (2 cm ) . On 
chasse les produits volatils sous pression r€duite puis precipite le 
diester par agitation dans 1' ether. CCM (systeme B) : Rf=0,19. 

6) (Dmtr)a-(Tfl) 4 Cnet 

Le compose (Dmtr)a-(Tfl) 2 Cnet (0,2 mmole) est traitS 
avec I'acide benzene sulfonique a 0°C pendant 15 minutes. Le melange 
est repris avec 40 cm 3 de chloroforme. La phase organique est lavee 
avec une solution aqueuse de NaHC0 3 puis sechee sur TSa^O^ et 
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concent r£e sous pression r€duite. Au rSsidu obtenu on ajoute 0,25 

mmole de (Dmtr)a-(T$T£) . Apres avoir sech§ le melange par co-evapo- 

3 

ration avec le pyridine anhydre, on ajoute 3 cm de pyridine anhydre 
puis 0,6 mmole de MST et lalsse le melange reactionnel a la tempera- 
5 ture ambiante pendant 2 heures. On dStruit I'exces de reactif de 
couplage par addition d'eau glacee puis termine la preparation comme 
dans l'exemple 1-4. 

7) (Dmtr)a-(T$) 8 Cnet 

En remplacant le dinucleotide (Dmtr)a-(T£ ) 2 Cnet par le 
10 tetranucleotide (Dmtr)a-(T$)^Cnet et en operant comme dans 1-5 et 
1-6 on obtient 1 'octanucleotide totalement protegg. 

8) (Dmtr)ot-(T£) 8 (CH 2 ) 5 Acr 

(Dmtr)a-(Tf) Q Cnet (0,01 mmole) est traite pendant 2 

3 

heures a la temperature ambiante avec 0,3 cm d'une solution de 
15 pyridine-triethylamine (2-1, v/v) . On chasse le solvant sous pres- 
sion reduite et lave le diester obtenu sous forme de solide avec de 
l'Sther puis le seche sous pression reduite. Le diester est ensuite 
coupl€ avec 0,02 mmole de methoxy-2 chloro-6 (w-hydroxypentylamino) - 
9 acridine en presence de MST (0,04 mmole) dans la pyridine anhy- 
20 dre ; on termine ensuite la preparation comme dans l'exemple 1-4. 

9) a-(Tp) g (CH 2 ) 5 Acr 

L' octanucleotide (Dmtr)a-(T£) & (CH 2 ) 5 Acr est traite 
pendant 24 heures a la temperature ambiante avec une solution 
molaire en acide benzohydroxamique (ABH) et en diaza-1,8 bicyclo 

25 (5,4,0) endecene-7 (DBU) dans la pyridine anhydre (en utilisant 10 
equivalents de ABH-DBO par Equivalent de phosphotriester arylE S 
deproteger) . Le milieu reactionnel est neutralist avec du D0WEX 50 
(forme pyridinium) et evapore sous pression r€duite. Le residu est 
ensuite traite avec l r acide acetique a 80 % pendant quelques heures 

30 a la temperature ambiante puis l f acide acetique est eliminS par 
co-evaporation plusleurs fois avec de I'ithanol. On reprend le 
r€sidu avec de l'eau, lave la phase aqueuse avec de I'Sther puis 
purifie le produit par HPLC. Le temps de retention du produit 
purlfiS est donnS dans le tableau III. 
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EXEMPLE II : [ Acr(CH 2 > 5 ]a-(pT) 8 

1) a- thymidine 3 '-benzoyle, a-Tbz 

A une solution de (Dmtr)a-T (1 mmole) dans la pyridine 
anhydre, on ajoute sous agitation a la temperature ambiante du 
chlorure de benzoyle (1,5 mmole) puis laisse le melange react ionnel 
pendant A8 heures a la temperature ambiante. On dStruit l'exces de 
chlorure de benzoyle par addition d'eau glacee puis termine la 
preparation comme dans l'exemple 1-3, CCM (systeme A) : Rf 7*0,36 ; 
rendement <v 75 %. 

2) (Dmtr)cr-(TflT)bz 

On opere comme dans l'exemple 1-4 en remplacant l'a-Tf- 
Cnet par le compose a-Tbz. On obtient le dinucleoside monophosphate 
prot§ge. 

3) (Dmtr)a-[(T£) 3 T]bz 

En remplacant le dinucleotide (Dmtr)or-(TjS) 2 Cnet par le 
compost (Dmtr)a-(TfJT)bz et en operant selon l'exemple 1-6, on 
obtient le t€tranucleosidetriphosphate protege. 

4) (Dmtr)a-[(Tj) 7 T]bz 

Le compose (Dmtr)a-[ (Tp) 3 T]bz (1 equivalent) est 
dStrityle par l'acide benzene sulfonique ; le melange est repris 
avec du chloroforme et lave avec une solution aqueuse de NaHCO^ puis 
seche et concentre. A ce residu on ajoute 1,2 equivalents de (Dmtr) 
a-(Tf)^ (prepare par decyanoethylation du compose" (Dmtr)a-(Tg) / .Cnet 
selon l'exemple 1-5). AprSs avoir seche le melange par co-evapora- 
tion avec la pyridine, on ajoute a la solution de pyridine 3 equiva- 
lents de MST et laisse le melange rSactionnel sous agitation pendant 
2 heures a la temperature ambiante. On termine la preparation comme 
dans l'exemple 1-6. 

5) a-[(T£) 7 T]bz 

Le compose de l'exemple II-4 est traite pendant 15 
minutes a 0°C avec l'acide benzene sulfonique [2 % eo solution dans 
le chloroforme-mSthanol (7-3, v/v)]. Le mSlange est repris avec du 
chloroforme. La solution chlorof ormique est lavee avec une solution 
aqueuse de NaHC0 3 puis sechSe et evaporee sous pression reduite. Le 
rfcsidu obtenu est utilise dans l'etape suivante. 
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6) a-[0(T0) 7 Tjb 2 

On ajoute sous agitation et a -20°C, 6 equivalents de 
methyl p-chlorophenyl chlorophosphate dans la pyridine anhydre. 
L'addition terminee, on continue l'agitation pendant 1 heure a la 
temperature ambiante puis ajoute une solution de 1 equivalent de 
<*-[ (T^) 7 T]bz. Apres 2 heures de reaction 3 la temperature ambiante, 
on ajoute de 1'eau glacee puis extrait le produit avec du chloro- 
forme. 

7) CAcr(CH 2 ) 5 ]ot-[P(T^) 7 T]bz 

On fait riagir pendant 2 heures a la temperature 
ambiante une solution de m§thoxy~2 chloro-6 (a>-hydroxypentylamino)-9 
acridine (2 equivalents), de a-[£(Tfl) ? T]bz (1 equivalent) et de MST 
(3 equivalents) puis termine la preparation comme dans l'exemple 
1-4. 

8) [Acr<CH 2 ) 5 ]a-(pT) g 

L ' oligonucleotide protege (exemple II-7) est traite 
pendant 48 heures sous agitation a la temperature ambiante avec une 
solution molaire en ABH-DBU dans la pyridine anhydre (10 equivalents 
de ABH-DBU par equivalent de phosphoester aryie a deprotSger) . A ce 
melange, on ajoute 2 volumes d'une solution de soude 0,4 M puis 
continue l'agitation pendant 1 heure a la temperature ambiante. 
Apres avoir neutralise le milieu reactionnel avec l'acide 
chlorhydrique, on lave la phase aqueuse avec de 1' ether puis purifie 
1' oligonucleotide deprotege par HPLC (le temps de retention est 
donne dans le tableau III) . 



Et v 

EXEMPLE III : [Acr(CH 2 ) 3 N(CH 2 ) 2 Jot-[ (sp) (Tp) ? T] 

1) Bis-(3-cyanoethyl)-diisopropylamino-phosphite 

3 

A une solution de 0-cyanoethanol (15 cm ) et de trime- 

q 

thylamine (20 g) dans le melange d' ether (100 cm ) et de benzene (50 
cm 3 ), on ajoute goutte & goutte a -5 9 C et sous agitation une solu- 
tion de 20 g de dichloro diisopropylamino-phosphite dans 40 cm 
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de benzene. L 'addition terminEe on continue 1' agitation pendant 1 
heure a la temperature ambiante puis Elimine le chlorohydrate de 
trimEthylammonium par filtration. On chasse le solvent sous pression 
reduite et purifie le produit par evaporation sur couche mince 
5 (distillation molEculaire) . 

2) a-[(Cnet) 2 ((s)p)(T§) 7 T]b Z 

A une solution anhydre de ct-[(Tfl) 7 T]bz (1 Equivalent) 
et de tEtrazole (10 Equivalents) dans le melange de solvent CH 3 CN- 
-DMF (50-50 , v/v) on ajoute sous atmosphere d* argon et sous agita- 

10 tion une solution de bis-(0-cyanoEthyl)-diisopropylamino-phosphite 
(5 equivalents) dans l'acEtonitrile. AprEs 30 minutes, a la tempera- 
ture ambiante, on ajoute au melange react ionnel une suspension de 
soufre (50 Equivalents) dans la pyridine puis continue 1 T agitation 
pendant 90 minutes a 30°C. On elimine 1'excEs de soufre par filtra- 

15 tion, chasse les solvants sous pression reduite puis reprend le 
residu avec du toluEne ; la phase organique est lavEe avec une 
solution aqueuse de NaHC0 3 puis sechee et concentree. Le produit est 
purifie par chromatographic sur gel de silice. 

3) a-[(sp)(Tp) 7 T] 

20 L'octanuclEotide prepare selon l'exemple III-2 est 

traite pendant 48 heures I la temperature ambiante avec une solution 
molaire en ABH et DBU (10 Equivalents de ABH-DBU par Equivalent de 
phosphotriester) puis avec 2 volumes d'une solution aqueuse de soude 
0,6 M pendant 24 heures. On neutralise le milieu reactionnel avec 

25 l'acide chlorhydrique , lave la phase aqueuse avec 1' Ether et purifie 
le produit par HPLC . Le temps de retention du produit est donne dans 
. le tableau III • 

Et 

4) CAcr(CH 2 ) 3 N(CH 2 ) 2 ]a-[(sp)(Tp) 7 T] 

30 On fait rEagir pendant 5 heures a la tempErature 

ambiante une solution de a-[ (sp) (Tp) ? T] (1 equivalent) et de mEtho- 
xy-2 chloro-6[N-(0-chloroethyl, Ethylamino)-3 propylamino]-9 acridi- 
ne (4 Equivalents) dans un mElange DMSO-H 2 0-NaHC0 3 a 5 % dans I'eau 
(2-2-1, v/v) puis purifie le produit forme par HPLC. Le tableau III 

35 donne le temps de retention du produit prEparE. 
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EXEMPLE IV : [Prof (CH 2 ) 3 Ja-[ (sp) (Tp) ? T] 

Une solution de a-[ (sp) (Tp) 7 T] (1 Equivalent) et de 
N-(cu-bromopropyl) proflavine (5 Equivalents) dans le melange de 
DMSO-H 2 0-NaHCO 3 a 5 % dans l'eau (2-2-1, v/v) est laissEe sous 
agitation pendant 20 heures a la temperature amblante ; le produit 
obtenu est purifie par HPLC. (Le temps de retention du produit 
obtenu est donnE dans le tableau III.) 

EXEMPLE V : (Phe-CH 2 )a-[ (sp) (Tp) ? T] 

On opSre comme dans l'exemple III-4 en remplacant le 
derive de l'acridine par la (N-iodoacetylamino)-5 phEnanthroline- 
-1,10. Le temps de retention du produit obtenu est donnE dans le 
tableau III. 

EXEMPLE VI : [Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) g(ps) 

1) a- thymidine 3 '-(bis-cyanoEthylthiophosphate) 

En partant de (Dmtr)a-T (1 equivalent), de tetrazole (4 
Equivalents), de bis-(p-cyanoethyl)-diisopropylamino-phosphite (2 
equivalents) et du soufre (30 Equivalents) et en operant selon 
l'exemple III-2 on obtient le composE (Dmtr)a-T(p(s)) (Cnet) 2 qui est 
ensuite dEtritylE par l'acide benzene sulfonique selon l'exemple 
II-5. Le rendement est de 55 %. 

2) (Dmtr)a-[TPT](p(s))(Cnet) 2 

On opere comme dans l'exemple 1-4 en remplacant le 
compose a-TpCnet par le composE a-T(p(s) ) (Cnet) 2 . On obtient ainsi 
le dinucleotide qui est purifiE par chroma to graph ie sur silice 
[eluant : CH 2 C1 2 -H 2 0-Acetone (31-1-68, v/v)]. Le rendement est 
voisin de 84 %. 

3) (Dmtr)a-(Tfl) 6 Cnet 

On opSre comme dans l'exemple 1-6 en remplacant le 
dinuclEotide (Dmtr)a-(T0) 2 Cnet par le tEtranucleotide (Dmtr)a-(T£) A 
Cnet. On obtient ainsi 1 'hexanucleotide avec un rendement de 75 %. 
CCM (systeme A) : Rf=0,31. 
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A) [Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) 6 P 

En part ant. du compose (Dmtr)a-(Tfl) 6 Cnet et en operant 
selon les exemples II-5, II-6 et II-7, on obtient le compose" [Acr 
<CH 2 ) 5 ]a-(£T) 6 £Cnet qui est ensuite traitE avec la triEthylamine 
5 selon l'exemple 1-5, CCM (systeme B) : RF°0,44. 

5) tAcr(CH 2 ) 5 ]a-(^T) 8 (p(s))(Cnet) 2 

L'octanuclEotide est prepare par couplage de l'hExanu- 
cleotide [Acr(CH 2 > 5 ]a-(pT) 6 p (1 Equivalent) avec le dinuclEotide 
a-(TpT)(p(s))(Cnet) 2 (1 Equivalent) (prepare" par dEtritylation du 
10 compose de I'exemple VI-2) en presence de MST (3 equivalents) selon 
l'exemple 1-4. Le produit est purifiE sur gel de silice [Eluant : 
CH 2 Cl 2 -MeOH (de 96-4 a 96-14, v/v) ] . 

6) [Acr(CH 2 ) 5 a-(pT) g (ps) 

En partant du composE prepare selon l'exemple VI-5 et 
15 en operant selon l 1 example III-3, on obtient l'octanucleotide 
deprotEgE dont le temps de retention est donne dans le tableau III. 
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EXEMPLE VII : [ Acr (CH 2 ) 5 ]a-(pT) 8 (ps)CH 2 ( 

i 

Une solution de [ Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) g (ps) (1 Equivalent) et 
20 de bromure de 4-azidophenacyle (4 equivalents) dans le m§lange de 
DMSO-H 2 0-NaHC0 3 a 5 % dans l'eau (2-2-1, v/v) est laissee sous 
agitation pendant une heure a" la temperature ambiante. Le produit de 
couplage est ensuite purifie par HPLC. Le temps de retention du 
produit obtenu est donnE dans le tableau III, 

25 EXEMPLE VIII : [Acr(CT 2 ) 5 ]a-(pT) 8 (ps)CH 2 CC> 2 ~ 

On fait rEagir pendant 3 heures a la tempErature ambiante 
l'acide bromoacEtique (6 Equivalents) avec 1' oligonucleotide [Acr 
(CH 2 ) 5 ]a-(pT) g (ps) (1 equivalent) selon l'exemple VII puis purifie 
le produit forme par HPLC. Le temps de rEtention du produit obtenu 

30 est donnE dans le tableau III, 
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EXEMPLE IX : a- (T£) 2 (CH^) ^EDTAMe^ 

On fait reagir pendant une heure et a la temperature 
ambiante une solution de (Dmtr)a-(Tfl) 2 (1 equivalent), de Me^EDTA 
(-CH 2 ) 6 -OH (3 Equivalents) et de MST (3 equivalents) . On djStruit 
l'exces de reactif de couplage par addition d'eau glacee puis 
t ermine la preparation comme dans l'exemple 1-3 • CCM (systeme A) : 
Rf~0,4. 

EXEMPLE X : [Acr(CH 2 ) 5 Ja-d (pCpCpTpTpApTpApTpT) 
1) (Dmtr)a-d(bzA£) 

a) Un melange de 3 f ,5 '-di-Cp-ni t rob enzoyl) 3-D- thymidine 
(3,6 mmoles) et de N- benzoyl adenine (12 mmoles) dans I 1 acetonitrile 
(22 cm ) est traite avec le bis-trimethylsilylacetamide (15 mmoles) 
puis avec du trim§thylsilyltrif luoromethanesulf onate (4,7 mmoles) 
selon T. Yamaguchi et M. Saneyoshi (Chem. Pharm. Bull. 1984, 32^, 
1441-1450). Le compos§ 3 1 ,5 '-di-(p-nitrobenzoyl)a-D-d-(N-benzoylade- 
nosine) [CCM (systeme A) : Rf=0,55] est separe du derive 3',5 f -di- 
(p-nitrobenzoyl)P-D-d-(N-benzoyladenosine) [CCM (systeme A) : 
Rf=0,63] par chromatographic sur plaque preparative de gel de 
silice. 

b) La 3 1 ,5 , -di-(p-nitrobenzoyl)a-D-d-(N-benzoylade- 

nosine) (1 g) dans le melange de solvant [dioxanne-MeOH-CH 9 Cl 2 -H 2 0 J 

■a 3 * 

(50 cm ) est traite a 0°C avec 5 cm de soude molaire. Lorsque tout 

le produit de depart est trans forme en a-d-N-benzoyladenosine [CCM 

(CH 2 Cl 2 -MeOH) (80-20, v/v) : Rf«0,38], le milieu reactionnel est 

neutralise par addition de resine Amberlite IR 120 (forme pyridi- 

nium), puis la a-d-bzA est purifiee par chromatographic sur gel de 

silice. 

c) Une solution de a-d-bzA (1 equivalent) dans la 

> 

pyridine anhydre est trait ee pendant 4 heures a la temperature 
ambiante avec le chlorure de dimethoxytrityle (1,1 equivalents) puis 
on termine la preparation comme l'exemple 1-1 et 1-2. CCM (systeme 
B) : Rf=0,32. 
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2) (Dmtr)a-d(bzA£T£)Cnet 

On opere dans l'exemple 1-4 en remplacant la (Dmtr)a-Tp 
par la (Dmtr)a-d(bzAP) . on obtient le dinucleotide totalement 
protege. 

3) (Dmtr)a-d(bzAflTfl) 

Le diester est obtenu par decyanoethylation du compose 
X-2 selon l'exemple 1-5. 

A) (Dmtr)a-d(bzA$TflbzApT£)Cnet 

On opere connne dans l'exemple 1-6 en remplacant les 
composes (Dmtr)ot(T£T£)Cnet et (Dmtr)a(TflT£) respectivement par les 
composes des exemples X-2 et X-3. On obtient le tetranucleotide 
protege. 

5) (Dmtr)a-d(bzA£TfbzA£TfT)bz 

Le diester (Dmtr)a-d(bzA£T£bzAf*T£) (1 equivalent) 
(prepare par decyanoethylation du compose X-4 selon l'exemple 1-5) 
est couple avec 1 'a- thymidine 3'-benzoyle (1 equivalent) selon 
l'exemple 1-4 pour donner le pentanucleosidetStraphosphate protege. 

6) (Dmtr)a-d(bzCfl) 

En partant de la 3 ' ,5 '-diacetyl 0-D-d(N-benzoylcytidi- 
ne) (Chem. Pharm. Bull. 1984, 32, 1441-1450). et en operant comme 
dans X-l-b et X-l-c, on obtient le diester. CCM (systeme B) : 
Rf=0,32. 

7) (Dmtr)a-d(bzC$bzC£T£T£)Cnet 

Le dinucleotide a-(T£) 2 Cnet (1 equivalent) (prepare" par 
detritylation de (Dmtr)a-(Tp) 2 Cnet selon l'exemple II-5) est couplS 
avec le mononucleotide (Dmtr)a-dbzC^ (1 equivalent) en presence de 
MST (3 equivalents) selon l'exemple 1-4 pour donner le trinucleotide 
protege (Dmtr)a-d(bzCj*T§Tp)Cnet qui a son tour est detrityle puis 
coupli avec le diester (Dmtr)a-dbzCfl comme precedemment . 

8) (Dmtr)a-d (bzCflbzCpT£T$bzA$T0bzAgT£T) bz 

Le tetranucleotlde 3 '-phosphodiester (Dmtr)a-d(bzCgbz- 
CpTpTfl) (1,2 equivalents) (prepare par decyanoethylation du compose 
X-7 selon l'exemple II-5) est couple avec le pentanucleotide 
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a-d(bzAfJT§bzA£T£T)bz (1 equivalent) (obtenu par detritylation du 
compose" X-5 selon l'exemple II-5) en presence de MST (3 Equivalents) 
selon l'exemple 1-4 pour donner le nonanucl§otide proteg§. CCM 
(systeme A) : Rf«0,55. 
5 9) [Acr(CH 2 ) 5 ]a-d(pCpCpTpTpApTpApTpT) 

En part ant du compos & X-8 et en operant comme dans les 
exemples II-5, II-6, II-7 et III-3, on obtient le produit dSprotSgS 
dont le temps de retention est donne" dans le tableau III. 



TABLEAU III 



\ COMPOSES 5 


SYSTEME DE SOLVANT 
(A-B, gradient lineal re) 


: TEMPS DE : 
: RETENTION ; 


: I 


a-(Tp) 8 CCH 2 > 5 Acr 


de 


0 a 50 % en B en 25 


mn 


: 9 minutes : 


: II 
: III 


[Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) 8 
Et 

[Acr(CH 2 ) 3 N(CH 2 ) 2 ]a-[(sp)(Tp) 7 I] 


de 
de 


0 a 50 % en B en 25 
0 a 60 % en B en 15 


nm 
mn 


: 9 minutes : 

:5 mn 48 sec: 
: : 


: IV 


[Prof(CH 2 ) 3 ]a-[(sp)(Tp> 7 Tj 


de 


0 a 60 % en B en 15 


nm 


;6 mn 5U sec: 


: V 


[PheCH 2 3«-[(s P )(a:p) 7 T3 


• de 


0 a 60 % en B en 15 


nm 


: 8 ran 6 sec : 


: VI 


[Acr(CH o ) c ]a-(pT) fi (ps) 


t de 


0 a 60 % en B en 15 


mn 


: 8 mn 48 sec: 


: VII 


[Acr(CH 2 ) 5 ]a-(pT) 8 (ps)CH 2 C ^C^-^ 


t de 


0 a 60 % en B en 15 


mn 


: : 
:7 mn 48 sec: 


: VIII [AcrCOl ) la-(pT) o (ps)CH C0~ 
2 5 8 2 2 


: de 


0 a 60 % en B en 15 


ran 


:9 mn 12 sec: 
s : 


: X 


[ Ac r (CH 2 ) ] a-d (pCpCpTpTpApTpApTpT) 


( de 


0 a 60 % en B en 15 


mn 


:8 mn 54 sec: 




o-(Tp) ? X 


: de 


0 a 50 % en B en 25 


ran 


: 9 mn : 




a-[(sp)(Ip) 7 T] 


t 

i de 
: 


0 a 60 % en B en 15 




:10 mn 54sec: 
: : 



HPLC - Colonne polyanion HR5/5 (Pharmacia) , d§bit 1 cm /mn 
—3 

A : 10 M phosphate de potassium (pH = 6) 
25 B : M phosphate de potassium (pH « 6) 
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REVEND I CATIONS 



1. Nouveau de"riv€ d'a-D-oligonucle'otide caracterise" en ce 
qu'il repond a la formule gSnerale : 




L J 0 J 

\ 

R' 

5 dans laquelle : 

- les radicaux B, identiques ou differents, representent 
chacun une base nucleique naturelle ou modifiee, 

• les radicaux X, identiques ou differents, reprSsentent 
chacun un oxoanion 0~, un thioanion S~, un radical alkyle, tin 
10 radical alcoxy, un radical aryloxy, radical alkyle ou alcoxy 

substituS par un heterocycle azote, un radical aminoalkyle, un 
radical aminoalcoxy ou un groupement -Y-Z, 

- L represente un atome d'oxygene ou de soufre ou un 
groupement -NH-, 

15 _ j represent e un atome d'hydrogene ou un radical hydroxy, 

et 

- n represent e un nombre entier qui peut etre egal 3 zero, 
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Stent entendu que, 

- lorsque L repr§sentant un atome de soufre ou un groupe- 
ment -NH-, les radicaux R et R', identiques ou diff€rents, repr§sen- 
tent chacun un atome d'hydrogSne ou un groupement -Y-Z ou Y'-Z' dans 

5 lequel z 

. Y et Y f , identiques ou differents, reprSsentent chacun 

un radical alcoylene droit ou ramifi€ (-alk-) ou un radical 

E EE E 

» _ / I I 

-P-S ou un radical -P-O-alk-, -P-S-alk- ou -P-alk dans lequel E a 
li fl II /I 

10 0 OS 0 

les memes significations que X ou un radical -alk-0-alk- ou un 

E 
1 

radical -alk-CONH-alk- ou un radical -P-0-alk-NHCO-alk ou un radical 

II 

E 0 
I 

15 -P-O-alk-CONH-alk-, et 
II 
0 

„ Z et Z 1 , identiques ou differents, representent chacun 
un radical correspondent a un agent d 1 intercalation ou un radical 
porteur d f une fonction qui reagit directement ou indirect ement avec 
20 les chaines de nucleotides ou un radical dont la presence permet une 
detection facile et sensible, 

- lorsque L representant un atome d'oxygene, les radicaux 
R et R', identiques ou differents, representent chacun un atome 
d'hydrogene ou un groupement -Y-Z- ou Y'-Z f dans lequel Y, Y', Z et 

25 Z T sont definis comme precedemment , etant entendu que I'un au moins 
des radicaux R et R' contient un radical intercalant ou un radical 
chimique react if , 

- lorsque L representant un atome d'oxygene, R et R v 
reprisentent chacun un atome d'hydrogine et B represente une base 

30 nuclSique modifiie actlvable et/ou comport ant un groupement interca- 
lant. 

2. Nouveau dSrive selon la revendlcation 1 caractSrise en 
ce que 1' agent d' intercalation Z ou Z' est choisi parmi les composes 
polycycliques ay ant une configuration plane. 
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3. Nouveau derive selon la revendication 2 caracterise en 
ce que I 1 agent d' intercalation Z ou Z' est choisi parmi l'acridine 
et ses d€riv€s, la furocoumarine et ses derives, la daunomycine et 
les autres derives de l f anthracycline, la 1 • 10-phenanthroline, la 
phenanthridine et ses d§riv€s, la proflavine, les porphyrines, les 
derives du dipyrido [ 1 ,2-a:3* ,2'-d] imidazole, l'ellipticine ou 
l'ellipticinium et leurs derives et le diazapyrene et ses derives. 

4. Nouveau derive" selon la revendication 1 caracterise en 
ce que les groupes chimiques reactifs Z ou Z' sont choisis parmi 
l'acide gthylene-diamine-tetraacetique, l'acide di£thylene-triamine- 
-pentaac€tique, les porphyrines, la 1 , 10-phenan thro line, l'azido-4 
acStophenone, 1" Ethylene- imine, la 0-chloro€thylamine et leurs 
derives, 

5. Nouveau derive selon la revendication 1 caracterise en 
ce que le radical B est un radical correspondant a la thymine, 
1' adenine, la 2-aminoadenine et ses derives substitues, la cytosine, 
la guanine et ses derives substitues, l'uracile, le bromo-5 uracile, 
l'azido-8 adenine, la 7-deazaadenine, la 7-dSazaguanine et les 
derives de ces bases comportant un groupement intercalant et/ou un 
groupement chimiquement ou photochimiquement activable. 

6. Nouveau derivS selon la revendication 1 caracterise en 
ce qu'il est choisi parmi : a-[ (Tp) R T] (Y^)Z^ ; Z 2 (Y 2 )a-[ (Tp) n T] ; 
Z 2 (Y 2 )a-[(Tp) n T](Y 1 )Z 1 ; Z 2 (Y 2 )a-d<CpCpTpTpApTpApTpT) , A represen- 
tant un radical a-D-desoxy adenosine, C representant un radical 
a-D-desoxycytidine, T representant un radical a-D-thymidine, n etant 
un nombre entier compris entre 1 et 25 ; Y x et Y £ representant un 
radical alcoylene contenant 1 5 10 atomes de carbone et Z^ et Z 2 
representant chacun un derive de I'acridine ou un d€riv€ de la 
proflavine ou un derivS de la 1 , 10-phenanthroline ou un derive de 
l'azido-4 acStophenone ou un derive de I'EDTA ou un derivS de la 
blotine. 

7. ProcedS de preparation d'un nouveau derivi selon I'une 
des revendications 1 a 6 caracterise en ce que l'on prepare les 
derives totalement proteges et que l'on elimine les groupements 
protecteurs. 
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8. ProcSde selon la revendication 7 caracterise* en ce que 
l'on couple un a-D-oligonucleotide 3'-phosphodiester protSgS avec 
l'hydroxyle de I'agent intercalant ou du groupe chimique rSactif ou 
avec l'hydroxyle-5' d'un a-D-oligonucl€otide protege possSdant d§jii 
5 I'agent d 1 intercalation ou le groupe chimique r€actif. 

9* Proc£d€ selon la revendication 7 caracterise en ce que 
l'on couple soit un a-nucleotide 5 '-phosphodiester prot€g§ avec 
l'hydroxyle de I'agent intercalant ou du groupe chimique react if 
soit un dlester portant I'agent intercalant ou le groupe chimique 
10 reactif avec l'hydroxyle-5' d'un a-D-oligonucle'otide protegS. 

10. Proced§ selon la revendication 7 caracterise" en ce que 
l'on couple l'hydroxyle de I'agent intercalant ou du groupe chimique 
reactif avec un a-D-oligonucleotide-3'-5 '-bis- (phosphodiester) pro- 
tege. 

15 11. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que 

l'on couple un diester porteur de I'agent intercalant ou du groupe 
chimique reactif avec l'hydroxyle-5' d'un a-D-oligonucleotide 
protige possedant dej& un agent intercalant ou un groupe chimique 
reactif, 

20 12. Procede selon la revendication 7 caracterise en ce que 

l'on realise la deprotection des groupes phosphoesters aryles en 
milieu anhydre fl l'aide d'acide benzohydroxamique et en presence de 
base tertiaire non nucleophile. 

13. Proc§d€ de preparation d'un nouveau deriv§ selon l'une 
25 des revendications 1 a 6 caracterisS en ce que l'on prepare les 

derives a-D-oligonucleo tides non proteges comportant un groupe 
thiophosphate a l'une des extremites 3' ou 5' ou aux deux extremites 
3' et 5' de la chaine nuclSotidique. 

14. Procide selon la revendication 13 caracterise en ce 
30 que l'on couple un a-D-oligonucleotide 3 '-thiophosphate non protege 

avec un halogenoalkyle porteur de I'agent intercalant ou d'un groupe 
chimique. 

15. ProcSdg selon la revendication 13 caracterisE en ce 
que l'on couple un a-D-oligonucl€otide 5 '-thiophosphate non protege 

35 avec un halogenoalkyle porteur de I'agent intercalant ou d'un groupe 
chimique • 
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16. ProcedS selon la revendlcation 13 caracterisS en ce 
que 1'on couple un a-D-oligonucleotide 3' ,5 '-bisthiophosphate non 
protege* avec un halogdnoalkyle porteur de I 1 agent lntercalant ou un 
groupe chimique. 

5 17. Application d'un dfcrivfi selon l'une des revendicatlons 

1 a 6 a titre de sonde pour la detection d'une sequence determined 
d'ADN ou d'ARN. 

18. Application d'un d§riv§ selon l'une des revendicatlons 
1 £ 6 a" la purification d'une sequence determined d'ADN ou d'ARN. 
10 19. Application d'un derive selon l'une des revendicatlons 

13 6, dans lequel 2, Z' ou B represente ou contient un groupement 
activable, & titre de nuclease artificielle specif ique d'une 
sequence determined d'ADN ou d'ARN. 

20. Application d'un derive selon l'une des revendicatlons 
15 116 pour bloquer selectivement 1' expression d'un g£ne soit par 
hybridation soit par coupure selective soit par modification 
chimique du gene ou de son ARN messager d'origine cellulaire, 
virale, bact§rienne ou paras ltaire. 

• 21. Application d'un derive selon l'une des revendicatlons 
20 1 a 6 pour bloquer selectivement 1 'expression d'un ARN viral soit 
par hybridation soit par coupure soit par modification chimique de 
1 T ARN viral ou de son ARN messager. 

22. Application d'un derive* de formule genSrale : 




OH J 
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dans laquelle J et X sont d€flnis comme dans la revendication 1 et B 
represente une base nuclSique naturelle a" titre de sonde pour la 
detection d'une sequence determinee d'ADN ou d'ARN. 

23. Application d'un derive" tel que d€finl dans la reven- 
dication 22 a la purification d'une sequence dSterminee d'ADN ou 
d'ARN. 

24. Application d'un derivS tel que dgfini dans la reven- 
dication 22 pour bloquer select ivement 1* expression d'un gene par 
hybridation selective du gene ou de son ARN messager d'origine 
cellulalre, virale, bacterienne ou parasitaire. 

25. Application d'un derive tel que dSfini dans la reven- 
dication 22 pour bloquer s€lectivement 1' expression d'un ARN viral 
ou de son ARM messager. 

26. A titre de medicament nouveau un derive" selon l'une 
des revendi cat ions 1 a 6 utilisable comme antiviral, antitumoral, 
antibiotique ou antiparasitaire ou dans toute pathologie ou un gene 
est anormalement exprime soit par mutation soit par deregulation. 

27. A titre de medicament nouveau un derivS tel que dSfini 
dans la revendication 22 utilisable comme antiviral, antitumoral, 
antibiotique ou antiparasitaire ou dans toute pathologie ou un gene 
est anormalement exprime* soit par mutation soit par deregulation. 



